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RESUMO 
 
PRRS (Porcine reproductive & respiratory syndrome) é uma doença com elevado 
impacto económico pelo que é imperativo o seu rápido e preciso diagnóstico. A rápida 
e permanente evolução genética do vírus PRRS complica um diagnóstico preciso e 
concreto originando muitas vezes resultados falsos negativos. 
Deste modo, este trabalho teve como principal objetivo a análise de 200 amostras de 
soro de suíno colhido no território continental, provenientes de reprodutoras e 
descendência de diferentes idades (entre as 4 e as 24 semanas) por forma a verificar a 
prevalência da doença em Portugal Continental, e consequentemente verificar qual o kit 
ELISA comercial que apresenta resultados com maior precisão e sensibilidade.  
Estas amostras foram inicialmente analisadas pelo método ELISA. Cada amostra foi 
analisada individualmente com três kits comerciais diferentes de ELISA indireto – Kit 
ELISA HerdCheck PRRS X3 (Laboratórios IDEXX), kit ELISA Civtest Suis E/S para 
deteção de vírus PRRS estirpe Europeia e kit ELISA Civtest suis A/S (Laboratórios 
Hipra) para deteção da estirpe Americana. 
Após análise das amostras de soro suíno, foram elaborados pools de 5 soros por 
forma a realizar a identificação do RNA do vírus PPRRS (PRRSV) nas amostras, pelo 
método de PCR em tempo real (RT-PCR), e de seguida avaliar os resultados dos 
diferentes kits ELISA de diagnóstico comerciais utilizados. 
Como resultados do ensaio realizado, verificou-se que PRRSV Estirpe Europeia 
apresentou maior presença que a estirpe Americana no território Continental. 
Constatou-se que o kit IDEXX HerdCheck PRRS X3 apresentou maior sensibilidade 
para a deteção do vírus do que o kit Civtest suis. Observou-se que na realização de 
pools de amostras, o nº de soros que é incluído em cada pool influencia diretamente a 
sensibilidade do teste e verificou-se que a análise realizada por RT-PCR apresentou 
maior sensibilidade para a deteção de PRRSV do que por ELSA, contudo o teste de RT-
PCR não realiza a diferenciação entre PRRSV doença e o PRRSV Vacinal. 
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ABSTRACT 
 
PRRS (Porcine reproductive & respiratory syndrome) is a disease with high economic 
impact, therefore it is imperative that the disease’s diagnosis is rapid and accurate. The 
rapid genetic evolution of the PRRS virus complicates the process of obtaining a precise 
and specific diagnosis, often leading to false negative results.  
Thus, the principal objective of this work is the analysis of 200 serum samples collected 
from pigs in the Portuguese mainland territory, from breeding and offspring of different 
ages (between 4 and 24 weeks), in order to assess the prevalence of the disease in 
Portuguese mainland territory, and thus verify which of the commercial ELISA results 
has a greater accuracy and sensitivity.  
These samples were initially analyzed by ELISA. Each sample was analyzed individually 
with three different commercial ELISA kits - HerdCheck PRRS X3 ELISA kit (IDEXX 
Laboratories), kit ELISA CIVTEST Suis E/S for detection of PRRS virus´ European strain 
and  kit CIVTEST Suis ELISA A/S (Hipra Laboratories) for detection of the American 
strain.  
After analyzing samples of swine serum, we grouped them in pools of 5, in order to 
perform the identification of PRRSV (PRRS virus) RNA in the samples by Real time PCR 
analysis (RT-PCR), and then evaluate the different commercial ELISA kits used in 
diagnostic. 
As a result of the performed essay, we verified that the European strain of PRRSV had 
a higher presence than the American strain in the Portuguese continental territory. 
Additionally, we stated that the IDEXX HerdCheck PRRS X3 kit presented a higher 
sensibility for the detection of the virus than the CivTest suis kit. We still stated that 
regarding the size of the sample pool in RT-PCR essays, the number of serums included 
in each pool, influenced directly in the test sensibility, and also we verified that the 
analysis performed through RT-PCR presented higher sensibility in the detection of 
PRRRSV than by ELISA method, nevertheless the RT-PCR test didn’t distinguished 
between PRRSV disease originated and PRRSV originated by vaccines. 
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ÍNDICE ABREVIATURAS 
 
ºC – Graus Celsius 
% - Percentagem 
A/S – Estirpe Americana (American Strain) 
EAV – Vírus da Arterite Equina (Equine arteritis vírus) 
ELISA – Ensaio imuno enzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
E/S – Estirpe Europeia (European Strain) 
EUA – Estados Unidos América  
FAT – Teste de anticorpos fluorescentes (fluorescent antibody test) 
GP – Glicoproteína  
HRPO – Peroxidase (Horseradish peroxidase) 
IHQ – Teste imuno-histoquímico (Imuno histochemical test) 
IFA – Imunofluorescência indireta (immunofluorescent antibody) 
INE – Instituto Nacional de Estatística 
IPMA – Ensaio imunoperoxidase (Imune peroxidase assay) 
LDV – Vírus que eleva a lactato desidrogenase (Lactate Dehydrogenase elevating 
vírus) 
mRNA – RNA (ácido Ribonucleico) mensageiro (Messenger Ribonucleic acid) 
MSD – Doença misteriosa suína (Mystery Swine Disease) 
nm – Nanómetro 
NTRs – regiões não traduzidas (non-translated regions) 
NUTS - Nomenclatura das Unidades Territoriais para Fins Estatísticos  
OIE – Organização Mundial para a saúde animal (World Organization for Animal Health)  
ORF – Grelha de leitura aberta (Open reading frame) 
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PAMs – Macrófagos alveolares suínos (Pig alveolar macrophages) 
PCR – Reação em cadeia da polymerase (Polymerase chain reaction) 
Pool – Conjunto de amostras 
Pp - Poliproteína 
PRRS – Doença Reprodutiva e Respiratória Suína (Porcine Reprodutive & Respiratory 
syndrome) 
PRRSV – Vírus da doença Reprodutiva e Respiratória Suína (Porcine Reprodutive & 
Respiratory syndrome vírus) 
PRRSV-A – Vírus estirpe Americana da doença Reprodutiva e Respiratória Suína 
(Porcine Reprodutive & Respiratory syndrome vírus American type) 
PRRSV-E - Vírus estirpe Europeia da doença Reprodutiva e Respiratória Suína (Porcine 
Reprodutive & Respiratory syndrome vírus European type) 
rpm – Rotações por minuto 
RNA – Ácido Ribonucleico (Ribonucleic acid) 
RT-PCR – Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time Polymerase 
chain reaction) 
SHFV – Vírus da febre hemorrágica Símia (Simian hemorrhagic Fever Virus) 
Sg – sub genómico  
VNT – Teste de Neutralização Vírica (Viral neutralization test)  
TMB – Tetrametilbenzidina 
 
 
 
 
 
vi 
 
ÍNDICE 
 
AGRADECIMENTOS ..................................................................................................... i 
RESUMO ...................................................................................................................... ii 
ABSTRACT .................................................................................................................. iii 
ÍNDICE ABREVIATURAS ............................................................................................ iv 
ÍNDICE ........................................................................................................................ vi 
1.1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 1 
1.2 ETIOLOGIA ................................................................................................................. 3 
1.2.1 ESTRUTURA E EXPRESSÃO DO GENOMA ................................................... 3 
1.2.2 CICLO DE INFEÇÃO DE UM ARTERIVIRIDAE................................................ 5 
1.3 EPIDEMIOLOGIA E PATOGENIA ........................................................................... 6 
1.4 SINAIS CLÍNICOS ...................................................................................................... 7 
1.5 DIAGNÓSTICO ........................................................................................................... 8 
1.5.1 ISOLAMENTO DO VÍRUS .................................................................................... 9 
1.5.2 DETEÇÃO DO VÍRUS ........................................................................................... 9 
1.5.3 DETEÇÃO DO ÁCIDO NÚCLEÍCO DO VÍRUS ............................................... 10 
1.5.4 DETEÇÃO DE ANTICORPOS NO SORO ....................................................... 11 
1.5.5 NEUTRALIZAÇÃO VÍRICA ................................................................................. 12 
1.6 CONTROLO .............................................................................................................. 12 
Parte II – Trabalho Experimental ................................................................................ 14 
2. MATERIAIS E MÉTODOS .............................................................................................. 14 
2.1 AMOSTRAS .................................................................................................................... 14 
2.2 PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS ................................................................................ 15 
2.3 ANÁLISE DE AMOSTRAS PELA TÉCNICA ELISA ................................................. 15 
2.3 ANÁLISE DE AMOSTRAS POR RT-PCR ................................................................. 16 
2.3.1 EXTRAÇÃO DE RNA ................................................................................................. 16 
2.3.2 AMPLIFICAÇÃO DO RNA VIRAL POR RT-PCR .................................................. 17 
3. RESULTADOS ................................................................................................................. 17 
4. DISCUSSÃO DE RESULTADOS .................................................................................. 24 
5. CONCLUSÃO ................................................................................................................... 27 
6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ........................................................................ 28 
7. ENDEREÇOS CONSULTADOS .................................................................................... 35 
 
1 
 
PARTE I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
1.1 INTRODUÇÃO 
A PRRS (Porcine Reprodutive & Respiratory syndrome) é uma doença infetocontagiosa, 
especifica dos suínos, que surgiu no final dos anos 80 nos Estados Unidos da América. 
Na década de 90 chega também à Europa, e encontra-se atualmente presente na maior 
parte dos países produtores de suínos. 
Os sintomas desta doença não conhecida foram reportados primeiramente em 1987 nos 
Estados Unidos da América (Keffaber K, 1992) e mais tarde no Canadá em 1988 
(Perestrelo Vieira, 1998). 
A doença surgiu primeiramente em grupos de suínos no Estado da Carolina do Norte, e 
os efeitos da doença incluíam perdas reprodutivas severas, pneumonias extensas 
manifestadas pós desmame, redução de taxas de crescimento e aumento da 
mortalidade (H, 1990). No princípio, por falta de conhecimento das causas, a doença foi 
intitulada de “MSD – Mystery Swine Disease”. 
Inicialmente a doença MSD foi associada a várias etiologias incluindo os vírus da 
Encefalomiocardite, Peste suína clássica, Enterovírus suíno, Parvovírus suíno e ADVgE 
(doença de Aujeszky), as bactérias Leptospira interrogans serovar Bratislava e 
Chalimydia psittaci, e a contaminações da ração com micotoxinas (Bane DP, 1990) (DC, 
1990) (Joo HS, 1990) (HS, 1988) (T., 1989) (R., 1989). No Canadá foi isolado um novo 
subtipo de vírus Influenza A, que por sua vez foi associado à lista de possíveis etiologias 
descritas para descrever a doença de MSD (Dea S B. R., 1992a) (Elazhary Y, 1992), 
para os leitões que sofriam de doença respiratória severa. 
Na Europa, surtos clínicos similares à MSD, foram reportados pela primeira vez em 
Novembro de 1990, perto de Münster na Alemanha (OIE, 1992). A doença espalhou-se 
rapidamente, tendo sido documentados 3000 surtos na Alemanha em Maio de 1991. 
No entanto, não foram encontradas ligações entre os surtos da doença na Alemanha e 
os surtos de MSD nos Estados Unidos da América (J, 2003). Mais tarde, em Janeiro de 
1991, a doença foi reportada na Holanda, e em Março do mesmo ano na Bélgica (OIE, 
1992).  
Em Espanha, o primeiro caso clínico foi detetado em Janeiro de 1991, associado com a 
importação de suínos vivos (Plana DuranJ, 1992), seguindo-se outros três casos, dos 
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quais dois foram relatados na província de Huesca, e um na província de Lérida, e todos 
os animais foram rapidamente abatidos. 
Em Março de 1991 a União Europeia tomou medidas de forma a tentar limitar a extensão 
da doença (Directiva comunitária, 1991), e estas medidas consistiram sobretudo num 
recenseamento dos animais infetados pela doença, e no controlo dos movimentos dos 
animais a partir das explorações infetadas, por forma a evitar o alastramento da doença. 
Contudo, as medidas tomadas não se mostraram eficazes tendo a doença surgido pela 
primeira vez na Grã-Bretanha em Maio de 1991 (Edwards S, 1992), e no final de Outubro 
de 1991 já tinham sido confirmados 58 novos casos. Na França, os primeiros casos 
surgiram em Brittany em Novembro de 1991 (Baron T, 1992), seguindo-se a Dinamarca 
em Março de 1992 (Botner A, 1994), tendo os dispositivos Europeus sido levantados no 
início de 1993. 
A doença manifestou-se também na Polónia em 1992 (Pejsak Z, 1996) e na República 
Checa em 1995 (Valiček L, 1997). 
Na Ásia, a doença manifestou-se no Japão em 1988 (Hirose O, 1995), e na Tailândia 
em 1991 (Chang CC, 1993). Adicionalmente a pandemia foi espalhada para todos os 
centros de produção suinícola do Mundo num espaço muito curto de tempo. 
Até ao ano de 1991 a falta de um agente etiológico específico levou à designação da 
doença através de termos “coloridos” e descritivos da doença, apenas baseados em 
sinais clínicos, sendo que nenhum deles, na ausência de uma causa definida podiam 
ser considerados inapropriados ou incorretos.  
O vírus “MSD” (PRRS) foi considerado como o agente gerador de doenças reprodutivas 
e respiratórias em suínos. A infeção provocava um conjunto de sintomas em todas as 
categorias de animais, caracterizando-se pelos abortos ocorridos na última fase da 
gestação, assim como a mortalidade neonatal e mortalidade perinatal, associadas a um 
síndrome gripal com anorexia, seguida de ligeira hipertermia e dispneia. 
Em 1991 o agente etiológico de PRRS foi isolado a partir de um feto abortado 
(Wensvoort G, 1991). Através do vírus isolado foi possível reproduzir 
experimentalmente a doença, de acordo com os postulados de Koch no Instituto 
Veterinário Central da Holanda (Kreutz, 1998). O Vírus foi denominado de “Lelystad 
vírus” em virtude da cidade onde se localizava o Instituto (Wensvoort G, 1991).  
O vírus Lelystad foi isolado a partir de um conjunto de leitões infetados e inoculado em 
condições experimentais em porcas gestantes, no período final da gestação (84º dia), 
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tendo reproduzido grande parte dos sinais clínicos observados em campo, tais como: 
anorexia, cianose fugaz das orelhas, dificuldade respiratória, hipertermia, abortos, 
partos com leitões nados – mortos ou mumificados e mortalidade dos jovens leitões com 
menos de uma semana (Terpstra C, 1991). A estirpe de vírus Lelystad isolada, embora 
sendo semelhante à estirpe isolada nos EUA (VR-2332), era geneticamente diferente. 
 
1.2 ETIOLOGIA 
Segundo Eric J. Snijder et al. (2013) (Eric J. Snijder 1. M., 2013), há cerca de 15 anos 
atrás, os vírus da família Arteriviridae encontravam-se agrupados com os vírus da 
família Coronaviridae, na ordem Nidovirales (Cavanagh, 1997).  
Apesar das diferenças no tamanho do genoma e estrutura do virião, bem como ao nível 
da organização e da expressão do genoma, as famílias Coronaviridae e Arteriviridae 
eram muito semelhantes. Os vírus de ambas as famílias realizavam a replicação da 
mesma forma e mostravam a existência de um ancestral comum (Den Boon, 1991).  
Uma característica proeminente dos nidovírus ocorre na expressão do genoma e 
consiste na produção de um conjunto aninhado de RNA mensageiros subgenómicos 
(sg) que serviram de base para o nome da ordem Nidovirales (nidus Latina = ninho).  
1.2.1 ESTRUTURA E EXPRESSÃO DO GENOMA 
 
Figura 1 -Genoma dos vírus da família Arteriviridae: RNA genómico e RNAs subgenómicos de cadeia 
simples e polaridade positiva, poliadenilados na extremidade 3’ e com CAP na extremidade 5’ (Hulo C, 
2011) (Eric J. Snijder M. K., 2013). 
O genoma dos vírus da família Arteriviridae é um genoma de RNA polaridade positiva 
(Fig.2) com regiões não traduzidas (NTRs) nas regiões 5’ e 3’, com 156-224 e 59-117 
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nucleótidos respetivamente, que flanqueiam um conjunto de 10 a 15 ORFs (grelhas de 
leitura aberta) conhecidas. 
As replicases são codificadas nas ORFs 1a e 1b, que ocupam ¾ do genoma ou seja 
12000 nucleótidos, sendo a dimensão da ORF 1a mais variável do que a dimensão da 
ORF1b. A tradução da ORF 1a produz uma poliproteína, enquanto a poliproteína da 
ORF 1ab expressa-se através de frameshifting (Den Boon, 1991).  
Estas ORFs 1a e 1b codificam proteínas não estruturais que participam na transcrição 
e replicação do RNA, incluindo a polimerase de RNA (Luque, 2006). A região genómica 
3’ possui entre 8 a 12 genes, que codificam para a única proteína da Nucleocápside – 
proteína N, e seis proteínas do invólucro designadas por – E, GP2, GP3, GP4 GP5 e a 
proteína da matriz (M).  
 
Figura 2 – Virião com cerca de 45 a 60 nm de diâmetro é composto por um núcleo isométrico de 20 a 30 
nm, envolto por um invólucro lipídico. O genoma de RNA associa-se com a proteína N para formar a 
Nucleocápside (NC) (Hulo C, 2011). 
 
A variação no tamanho da ORF1a explica a diferença no tamanho do genoma entre os 
diferentes Arterivírus. 
As restantes ORFs que constituem o genoma codificam para as proteínas que formam 
o virião, ORFs 2 a 7 (Wu WH F. Y.-b.-H., 2001) (Snijder EJ, 1998). 
O protótipo do vírus Americano é relacionado com o vírus isolado na Europa, diferindo 
entre si em cerca de 40 % nas sequências dos aminoácidos (Kousuke H, 2005).  
+ = NUCLEOCÁPSIDE 
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Existem diferenças genéticas e antigénicas significativas entre as estirpes tipo 
Americana e tipo Europeia, tendo sido a estirpe Americana (denominada de PRRSV-A) 
a que apresenta maior prevalência nos EUA e continente Asiático, e a estirpe Europeia 
(PRRSV-E), aquela com maior prevalência na Europa (Eric J. Snijder M. K., 2013).   
A elevada variabilidade genética do vírus PRRS está diretamente relacionada com os 
fenómenos de aquisição e perda de virulência (Allende R L. T., 2000), tendo sido 
determinado que a ORF 5 é aquela que sofre maior variação devido a apresentar seis 
locais potencialmente antigénicos (Luque, 2006).  
Assim sendo, a variabilidade genética da ORF 5 pode determinar a perda ou alteração 
de alguns epítopos neutralizantes (Weiland E, 1999). Rowland et al, (1999) descreveu 
que com a estirpe Americana ATCC-VR-2332 ocorriam variações na GP5 e estas 
provocavam mudanças no reconhecimento dos epítopos de neutralização do vírus 
(Luque, 2006) (Rowland RR, 1999). 
 
1.2.2 CICLO DE INFEÇÃO DE UM ARTERIVIRIDAE 
 
Figura 5 – Resumo do ciclo de infeção dos Arteriviridae (Eric J. Snijder M. K., 2013).  
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No ciclo de infeção de um Arteriviridae, a partícula viral entra na célula hospedeira por 
endocitose e em seguida, dependendo de abaixamento do pH, ocorre a fusão da 
membrana do endossoma com o invólucro viral e consequente libertação da 
Nucleocápside no citosol. Em seguida, a tradução do genoma produz as poliproteínas 
pp1a e pp1ab que integram a replicase. Estas poliproteínas são auto-clivadas. As 
proteínas virais não estruturais vão originar o complexo de transcrição e replicação (RTC 
– RTC) associado a membranas, que começa por sintetizar cadeias de RNA 
complementar (de sentido negativo). Tanto cadeias de RNA complementar completas 
como de menor dimensão são produzidas, sendo as últimas o modelo para a síntese 
dos mRNA subgenómicos (sg) necessários à expressão das proteínas estruturais, que 
são codificadas na região 3’ do genoma. Os novos genomas são incluídos em 
nucleocápsides, que por sua vez são envolvidas em membranas intracelulares, e 
finalmente, após a libertação dos viriões para a via de secreção, estes são transportados 
para a membrana plasmática e libertados por exocitose (Eric J. Snijder 1. M., 2013). 
Os recetores da maioria dos Arteriviridae são incaracterísticos, contudo os potenciais 
recetores envolvidos na ligação e passagem da partícula viral de PRRSV incluem 
CD169 e CD163 (importante na libertação do genoma) (Eric J. Snijder 1. M., 2013), 
sialoadesina (molécula de superfície própria de macrófagos, que se encontra sobretudo 
nos macrófagos do baço, fígado, nódulos linfáticos, medula óssea, pulmões e cólon), 
sulfato de heparina glicosaminoglicanos. 
 
1.3 EPIDEMIOLOGIA E PATOGENIA 
O vírus de PRRS encontra-se presente na maioria das regiões do Mundo e ao longo 
dos últimos anos tem vindo a ser estudado por forma a perceber-se a forma como se 
transmite nos efetivos de suínos. O facto de os animais serem vacinados faz com que 
a diferenciação entre os anticorpos do vírus de campo e do vírus vacinal não seja 
facilmente conseguida (Dea S B. R., 1992a).  
Observou-se que a probabilidade de infeção depende da forma como os animais são 
expostos ao vírus (Zimmerman, 2003).A exposição pode ocorrer por via intranasal, 
intramuscular e provavelmente também por via intra-peritoneal (Wagstrom EA1, 2001) 
(Yoon K. J., 1995), e a transmissão da infeção ocorre através do derrame do vírus pela 
saliva, pelas secreções nasais, urina, sémen e fezes, o que também resulta em 
contaminação ambiental, logo uma forma eficaz de eliminar o vírus é através de 
procedimentos eficazes de limpeza e desinfeção (Zimmerman, 2003). Esta 
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contaminação cria uma potencial via de transmissão pois, embora no meio ambiente o 
vírus possua uma duração muito curta por ser rapidamente inativado através do 
processo de secagem, pode permanecer infecioso por um período de tempo mais 
prolongado em determinadas condições de temperatura, pH e humidade (Dee S, 
Mechanical transmission of porcine reproductive and respiratory syndrome, 2002b) (Dee 
S, Mechanical transmission of porcine reproductive and respiratory syndrome33, 2002 
a).  
A persistência do vírus nas explorações deve-se a diferentes mecanismos, e embora na 
fase aguda nem todos os animais se infetem, todos são suscetíveis de se infetarem a 
qualquer momento de vida, e de se manter assim o vírus na exploração (Perestrelo 
Vieira, 1998). Para além disso, determinados animais podem ser portadores crónicos 
da doença e re-excretar o vírus vários meses após a infeção. 
A patogenicidade do PRRSV encontra-se relacionada com a estirpe do vírus, que 
podem ser classificados em dois grupos, o dos vírus de alta patogenicidade e o dos 
vírus de baixa patogenicidade (Halbur P.G., 1996). A base para as diferenças de 
virulência ainda não é conhecida, mas há estudos que demonstram que o vírus parece 
interagir com outros vírus e também com bactérias, nomeadamente com o Mycoplasma 
hyopneumoniae (Perestrelo Vieira, 1998).  
Nas estirpes de baixa virulência os sinais que ocorrem ao nível dos animais são a 
diminuição do crescimento, um aumento da mortalidade, expressão clínica de outras 
doenças, e baixo rendimento reprodutivo.  
Nas estirpes de virulência alta, observam-se animais com inapetência, febre e dispneia, 
partos prematuros e em menor percentagem partos tardios (gestação superior a 115 
dias), nados mortos, múmias, fetos mortos e fetos nascidos débeis, com uma 
mortalidade pré desmame elevada (superior a 15 %).  
 
1.4 SINAIS CLÍNICOS  
No caso dos animais adultos os sinais clínicos mais frequentes que se podem observar 
são períodos de anorexia, febre moderada, letargia (Keffaber K, 1992) (Luque, 2006) 
podendo ocasionalmente observar-se a presença de edemas subcutâneos, cianose nas 
orelhas, extremidades e vulva (Hopper SA, 1992) (Rossow, 1998).  
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Nas porcas gestantes é essencialmente a anorexia e a febre os primeiros sintomas a 
serem observados, podendo numa fase mais avançada surgir as falhas ao nível 
reprodutivo (Luque, 2006) (Keffaber K, 1992) (Lager KM M. W., 1996). 
Nos varrascos, a infeção pode provocar uma diminuição da líbido durante o período de 
cerca de uma semana (Hopper SA, 1992) (Feitsma H, 1992) (Prieto C G. C., 2003).  
No caso dos leitões, a idade dos animais é o maior fator de influência para a observação 
dos sinais clínicos (Rossow KD C. J.-H., 1995), sendo que quando os leitões nascem 
vivos e infetados costumam apresentar apatia, anorexia, dispneia e cianose (Rossow 
KD s. J., 1999).  
 
1.5 DIAGNÓSTICO 
O vírus de PRRSV pode ser diagnosticado provisoriamente através dos sinais clínicos 
que afetam os animais. As lesões microscópicas características dos pulmões, e em 
vários outros tecidos, podem ser sugestivas, mas por outro lado também podem ser 
lesões causadas por outros agentes infeciosos (K-J Yoon, 2003).  
Para confirmar as lesões específicas de PRRSV é necessário recorrer a outros tipos de 
testes de diagnóstico. Assim sendo, quando a história clinica e patológica dos animais 
é sugestiva de PRRS, e existem evidências que os animais podem ser portadores da 
doença, devem-se usar testes que identifiquem a doença pela deteção de Antígenes 
virais, ou pela deteção do ácido nucleico do vírus (RNA).  
Nos animais possivelmente afetados, tem sempre que se ter em consideração que o 
vírus pode ser detetado quer em animais vacinados para a doença de PRRS, quer em 
animais realmente infetados. Deste modo, o tempo após a vacinação, ou a história dos 
animais devem ser tomados em consideração sempre que se realiza um diagnóstico de 
presença de vírus de PRRS. 
Para realizar uma correta deteção e isolamento do vírus de PRRS, as amostras devem 
sempre ser colhidas o mais brevemente possível durante a ocorrência da doença. As 
amostras colhidas durante a fase viral da doença normalmente possuem quantidades 
significativas de vírus mas quando são colhidas tardiamente podem induzir a resultados 
negativos (K-J Yoon, 2003). Quantidades inadequadas de amostra podem levar a 
resultados inconclusivos ou a falsos negativos.  
Para que a deteção do vírus ocorra eficazmente, as amostras colhidas devem ser 
mantidas frescas e transportadas de imediato após a recolha para o laboratório, a 
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temperaturas não superiores a 4 ºC, e sempre que forem realizados longos períodos de 
armazenamento devem ser mantidas a temperaturas inferiores a -20 ºC (K-J Yoon, 
2003). 
A demonstração da seroconversão ou aumento dos títulos de anticorpos no grupo de 
animais afetados também se pode utilizar para o diagnóstico da infeção, contudo é 
necessário ter sempre em atenção se os animais se encontram vacinados, por forma a 
avaliar se os anticorpos detetados pelos métodos serológicos são anticorpos de 
vacinação ou anticorpos devidos a infeção. Os testes serológicos disponíveis não 
realizam esta diferenciação. Para obtenção de resultados mais específicos, a 
monitorização deve ser sempre realizada através da utilização de outros tipos de testes, 
nomeadamente por PCR (Polymerase Chain Reaction), RT – PCR (Real Time 
Polymerase Chain Reaction), Isolamento de vírus (VI), que combinados com serologia 
podem demonstrar com clareza a presença ou ausência de vírus. 
 
1.5.1 ISOLAMENTO DO VÍRUS 
O vírus PRRS é conhecido por apenas replicar em 2 tipos de células em cultura, os 
macrófagos alveolares de suínos (PAMs – pig alveolar macrophages) e algumas células 
renais de macacos Africanos (Dea S B. R., 1992a) (Luque, 2006). No entanto este vírus 
foi isolado em diversos tipos de tecidos animais (K-J Yoon, 2003), incluindo soro, 
plasma, células mononucleares periféricas do sangue, medula óssea, amígdalas, 
pulmão, baço, coração, cérebro, epiderme, ductos deferentes, gânglios bolbo-uretrais, 
tecido peniano, faringe, mucosa bucal, placenta, saliva, urina, fezes e sémen (Baron T, 
1992). O fluido colhido nos pulmões – fluido alveolar, e o soro são considerados os tipos 
de amostras preferidas para isolamento do vírus quando ocorre um surto da doença 
(Rossow, 1998).  
 
1.5.2 DETEÇÃO DO VÍRUS 
Atualmente as técnicas que se utilizam com maior frequência para a deteção de 
antígenos de PRRSV são o teste de anticorpos fluorescentes (FAT) e o teste imuno-
histoquímico (IHQ) (Van Alstine WG, 2002) (Luque, 2006) (Benfield DA, 1992). Qualquer 
um dos testes referidos pode ser utilizado para realizar a deteção do antigénio do vírus 
PRRS em tecidos.  
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O teste de FAT realiza-se normalmente em materiais frescos ou tecidos congelados, 
sendo um teste caro, rápido e específico, contudo não muito sensível (tende a 
apresentar alguns resultados falsos positivos), e a qualidade da amostra influencia 
diretamente os resultados (Joo HS, 1990).  
Em oposição ao teste FAT, o teste imuno-histoquímico (IHQ) é utilizado para realizar a 
deteção do vírus em tecidos conservados em formol, sendo mais sensível do que os 
testes FAT que utilizam as amostras de tecidos congelados. Para a realização de um 
diagnóstico definitivo, qualquer que seja a prova utilizada, esta deve ser acompanhada 
pela deteção microscópica de lesões características de PRRS, conjuntamente com os 
testes IHQ e FAT.  
 
1.5.3 DETEÇÃO DO ÁCIDO NÚCLEÍCO DO VÍRUS  
Para a deteção do ácido nucleico viral utiliza-se a técnica de hibridação in situ (em cortes 
de tecidos) (Haynes JS, 1997) (Sur JH, 1996) e mais recentemente RT- PCR (Luque, 
2006) (Christopher-Hennings J, 1995). 
Os testes de RT-PCR por vezes são pouco específicos, apesar de altamente sensíveis, 
não realizam a diferenciação entre estirpes vacinais e de campo, sendo que uma forma 
de solucionar esta questão é através de sequenciação do produto da amplificação 
(Christopher-Hennings J, 1995) (Luque, 2006) (K-J Yoon, 2003).  
A deteção do ácido nucleico viral não se relaciona diretamente com a presença de vírus 
infecioso, mas verifica-se que a correlação entre o resultado positivo do RT-PCR e o 
isolamento do vírus é superior a 80 % (Christopher-Hennings J, 1995) (Horter DC & 
Chang CC, 2002). Por outro lado, a técnica de RT-PCR pode perder sensibilidade 
quando se utilizam pools de amostras (Luque, 2006), e quanto maior o número de 
amostras existentes no pool menor a sensibilidade (Luque, 2006). 
Além disso, em conformidade com os primers utilizados e os fragmentos a serem 
amplificados, a variabilidade genética do PRRSV pode ser um inconveniente, e de forma 
a solucionar este tipo de problema foram desenvolvidos diferentes tipos de PCR para 
detetar diferentes regiões do genoma viral (ORF 7, ORF 6 e ORF 1b), podendo também 
detetar diretamente espécies de diagnóstico (Luque, 2006). 
Quando o objetivo da deteção do ácido nucleico é analisar as mudanças ocorridas entre 
as estirpes ou na mesma estirpe, a ORF 5 é um bom alvo para a realização da 
amplificação e sequenciação, todavia é sempre aconselhável amplificar também a ORF 
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6 como controlo, pois tem uma sequência muito conservada (Luque, 2006). A 
sequenciação é assim útil para monitorizar o movimento, a origem e a evolução das 
estirpes de uma exploração (Luque, 2006). 
 
1.5.4 DETEÇÃO DE ANTICORPOS NO SORO 
Na Europa as técnicas mais utilizadas para a deteção de anticorpos específicos para o 
vírus de PRRS no soro de suíno são: o teste de imunofluorescência indireta (IFA), o 
teste de neutralização do vírus no soro (VNT), o ensaio de imunoperoxidase (IPMA), e 
o ensaio imuno enzimático da enzima ligada (ELISA) (Christopher-Hennings J, 1995) 
(Luque, 2006). 
O teste ELISA, juntamente com o RT-PCR é utilizado para realizar a deteção do vírus 
de campo, e de acordo com o tipo de teste ELISA utilizado, pode efetuar-se a 
diferenciação entre infeções pelo genótipo Europeu e genótipo Americano. Os 
diferentes testes de ELISA comerciais disponíveis no mercado encontram-se 
direcionados para a proteína N.  
Quando se realiza o teste ELISA e se obtém um resultado positivo, tem sempre que se 
ter em atenção que pode não se relacionar diretamente com uma infeção recente, pois 
os anticorpos podem ser detetados durante um largo período de tempo, normalmente a 
partir dos 7 a 14 dias pós infeção, e desaparecem geralmente antes dos doze meses, 
sendo que já foi possível efetuar deteção até os 600 dias (Luque, 2006). Além disso, os 
anticorpos maternos duram em média até às quatro a cinco semanas de idade, pelo que 
é habitual detetar o PRRS em leitões de maternidade ou no inicio da fase de transição 
(Wills RW, 2003). 
O teste ELISA tem muitas vantagens, para além de ser automático, realiza uma 
quantificação aproximada de anticorpos, e tem a capacidade de identificar as estirpes 
europeias e americanas do vírus.  
A técnica de imunofluorescência indireta IFA possui alta especificidade (99,5 %), permite 
a deteção diferenciada de imunoglobulinas M e G, sendo que as primeiras são 
detetáveis a partir dos 5 dias pós infeção até aos 28 dias, e as segundas são detetáveis 
desde os 10 até aos 120 dias pós infeção (Joo HS, 1990) (Luque, 2006). A sensibilidade 
desta técnica encontra-se diretamente associada à diferença antigénica entre a estirpe 
utilizada no teste IFA e a estirpe que induz os anticorpos a detetar na amostra em análise 
(Christopher-Hennings J, 1995). 
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1.5.5 NEUTRALIZAÇÃO VÍRICA 
A técnica de deteção de anticorpos neutralizantes é considerada uma prova de elevada 
especificidade, porém a sua aplicação na valorização da resposta imune do diagnóstico 
tem como principal problema detetar anticorpos que não aparecem até várias semanas 
depois do início da infeção / vacinação. Por outro lado, os resultados da técnica utilizada 
podem variar de acordo com o grau de homologia entre o vírus utilizado e estirpe em 
análise (Luque, 2006) (Yoon K. J., 1995).  
 
1.6 CONTROLO 
A nível Mundial não existe uma estratégia que realize eficazmente o controlo do vírus 
PRRS, principalmente devido à variabilidade genética do vírus, às dimensões das 
explorações e às diferentes formas de transmissão. 
Para um controlo mais eficaz é essencial a precisão de um diagnóstico de forma a 
confirmar a doença e epidemiologia existente numa exploração (Dee S, Mechanical 
transmission of porcine reproductive and respiratory syndrome33, 2002 a). Isso requer 
a caracterização da doença através da demonstração de lesões, e de um perfil 
serológico dos animais presentes na exploração nas diferentes fases de produção. 
Na realização dos testes serológicos deve-se considerar uma amostra significativa de 
animais, pois não se devem analisar animais individualmente. Os testes devem ser 
realizados em cada etapa de produção de forma a identificar a fase da infeção dos 
animais presentes na exploração, assim como a forma como o vírus circula na 
exploração. Após a identificação da doença, deve ser preparada uma estratégia para 
eliminar e controlar o PRRSV presente na exploração. Para conseguir controlar o vírus 
é necessário diminuir a probabilidade de transmissão do vírus de mães para os fetos e 
crias.  
Este controlo pode ser realizado através de vacinas, através de um plano profilático 
adequado, substituição de reprodutores, infeção de toda a exploração de forma 
propositada, ou a combinação dos vários planos. 
Não havendo um tratamento específico para o vírus de PRRS, os antibióticos de largo 
espectro podem ser úteis no controlo de infeções secundárias e os anti-inflamatórios 
são usualmente administradas durante a doença na fase aguda. Outras técnicas 
também utilizadas pelas explorações como tentativa de irradicação de PRRSV incluem 
o desmame precoce e isolamento de leitões, diferentes protocolos de vacinação para 
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PRRS, monitorização sorológica regular dos animais da exploração através da 
realização de testes de diagnóstico como ELISA, RT-PCR e IFA, e através da 
eliminação de portadores persistentes nas explorações e melhoramento da 
biossegurança.  
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Parte II – Trabalho Experimental 
 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 AMOSTRAS 
Para a realização do estudo foram colhidas 200 amostras de soro de suíno em Portugal 
Continental, nas diferentes regiões NUTS (Nomenclatura das Unidades Territoriais para 
fins estatísticos).  
O cálculo do número de amostras foi executado de acordo com a distribuição do efetivo 
nas diferentes regiões NUTS tendo por base a estatística de 2010 do Instituto Nacional 
Estatística. 
As amostras de soro colhidas foram provenientes de suínos de descendência (engorda) 
com idades compreendidas entre as 4 e as 24 semanas, e soros de suínos reprodutores 
fêmeas.  
As amostras foram colhidas durante o período de Fevereiro a Março de 2014, tendo sido 
analisadas por dois métodos diferentes, ELISA e RT-PCR. 
As amostras foram analisadas individualmente pelo método ELISA com três kits 
comerciais diferentes – HerdCheck PRRS X3 (Laboratórios IDEXX) que realiza a 
deteção de ambas as estirpes (Europeia e Americana), Civtest Suis E/S (Laboratórios 
Hipra) para deteção da estirpe Europeia do vírus PRRS e Civtest suis A/S (Laboratórios 
Hipra) para deteção da estirpe Americana. 
Posteriormente, foram realizados pools de amostras de 5 soros, às quais foi efetuada a 
extração de RNA com o kit comercial QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), seguida 
de amplificação pelo kit comercial INgene q PRU SYBR Green Detection (Ingenasa). 
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Figura 3 – Determinação do número de amostras para análise por região NUTS em Portugal Continental 
(Cálculo do Win Episcope 2.0 do tamanho da amostra) 
 
2.2 PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS 
Após a colheita de amostras em tubos Kabe com grânulos com capacidade de 5 mL, 
por parte dos responsáveis pelas explorações, estas foram devidamente 
acondicionadas a uma temperatura de 4 °C e enviadas de imediato para o laboratório. 
No laboratório, após receção as amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 
8500 g durante 15 minutos à temperatura ambiente.  
Após a separação do coágulo do plasma, cada amostra foi dividida em dois microtubos, 
um foi congelado a -20 °C para posteriormente ser processado para análise por RT-
PCR, e o outro foi devidamente refrigerado 5 °C (+/- 3 °C) e posteriormente analisado 
por ELISA utilizando os kits comerciais em teste – Herdcheck IDEXX , Civtest E/S e 
Civtest A/S. 
 
2.3 ANÁLISE DE AMOSTRAS PELA TÉCNICA ELISA 
A análise das amostras pela técnica ELISA foi seguida de acordo com os diferentes 
protocolos de cada kit comercial (Anexo II). 
O ensaio realizado com o kit IDEXX PRRS X3 consistiu num ensaio imuno enzimático 
e consistiu numa microtitulação em placas impregnadas com antígenos do vírus PRRS.  
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Inicialmente as amostras são incubadas após diluição na cavidade impregnada, e 
quando existem anticorpos específicos contra o vírus de PRRS estes formam complexos 
com o antígeno da placa, de seguida as cavidades são lavadas por forma a retirar o 
material não aderido, e é adicionado um conjugado de anticorpo anti suíno se liga ao 
anticorpo suíno aderido às cavidades. 
Em seguida, o conjugado que não se ligou ao antígeno é lavado e o substrato de 
tetrametilbenzidina (TMB) é adicionado às cavidades. O surgimento subsequente de cor 
é de acordo com a quantidade de anticorpos anti – PRRS ligados ao antígeno. 
Os ensaios realizados com os kits Civtest E/S (estirpe Europeia) e A/S (estirpe 
Americana), são ensaios imuno enzimáticos indiretos.  
Nestes ensaios os antígenos específicos do vírus PRRS foram distribuídos nos 96 poços 
da microplaca, e o ensaio consiste numa diluição dos soros de suíno e colocação na 
microplaca que de seguida se incuba a uma temperatura de 37 ºC por um período de 
60 minutos. No decorrer desta incubação, os anticorpos específicos de PRRS unem-se 
ao antígeno impregnado nos poços ficando retidos nesses poços durante o processo de 
lavagem. Seguidamente, adiciona-se uma solução de conjugado que se vai unir aos 
anticorpos anti suíno retidos nos poços. Posteriormente volta a lavar-se a placa de forma 
a retirar o excesso de conjugado que não ficou retido e adiciona-se por sua vez um 
substrato cromogénico específico de peroxidase. Por conseguinte o aparecimento de 
cor em cada poço é diretamente proporcional à quantidade de anticorpos específicos de 
PRRS presentes na amostra. 
 
2.3 ANÁLISE DE AMOSTRAS POR RT-PCR 
A análise das amostras pela técnica RT-PCR consistiu na realização de diferentes pools, 
com um conjunto de 5 amostras de soros por cada pool (40 µl de soro por pool de 200 
µl).  
Todavia, o kit utilizado de RT-PCR não possibilita a diferenciação entre a estirpe 
Americana e a Estirpe Europeia. 
2.3.1 EXTRAÇÃO DE RNA  
A extração do RNA viral PRRS foi realizada com o kit QIAmp viral RNA da Qiagen de 
acordo com as instruções do fabricante.  
17 
 
2.3.2 AMPLIFICAÇÃO DO RNA VIRAL POR RT-PCR 
A amplificação do RNA viral foi realizada utilizando o kit comercial INgene q PRU SYBR 
Green Detection da INgenasa  (Anexo III). Na técnica de amplificação do vírus por RT-
PCR foi utilizado um termociclador BIORAD modelo CFX96. 
A mistura de reação utilizada foi processada de acordo com as instruções do fabricante 
Ingenasa e de acordo com o protocolo do kit INgene q PRU SYBR Green Detection que 
inclui os primers específicos (Anexo IV). Assim, e de acordo com o protocolo foi 
preparado por cada 2 µl de amostra, 20,5 µl de Master Mix (10 µl de Tampão de 
Amplificação, 10 µl de Mistura A e 0,5 µl de mistura B).  
O processo de amplificação consistiu num período de 30 minutos a 50 ºC (síntese) e 10 
minutos a 95 °C (desnaturação). A amplificação ocorreu através de 40 ciclos (15 
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C com leitura de fluorescência após cada 60 
segundos), e terminando num período de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C e por 
fim 15 segundos a 95 °C.  
 
3. RESULTADOS 
As amostras foram analisadas pela técnica ELISA, com o kit Civtest A/S para deteção 
da estirpe Americana de PRRSV, e com o kit Civtest E/S para a deteção da estirpe 
Europeia. 
 
Gráfico 2.1 – Prevalência do vírus de PRRS em Portugal Continental, região Norte (regiões Nuts Fonte 
INE2010).  
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Os resultados apresentados referem-se aos resultados obtidos para as duas estirpes do 
vírus de PRRS presentes nas amostras rececionadas provenientes das diferentes 
regiões Nuts. 
As amostras referentes à região norte de Portugal Continental, quando analisadas para 
o vírus PRRS estirpe Americana apresentaram 100 % dos resultados negativos, como 
é visível pelo gráfico 2.1. 
No entanto, para a deteção da estirpe Europeia verificou-se que apenas 72,73 % das 
amostras analisadas apresentaram resultados negativos para PRRS, sendo que uma 
das amostras que apresentou resultados positivos correspondia a soro de reprodutora 
que tinha sido vacinada.   
 
Gráfico 2.2 – Prevalência do vírus de PRRS em Portugal Continental, região Algarve (regiões Nuts Fonte 
INE2010).  
 
No Algarve foram apenas analisadas três amostras e obtiveram-se 66,64 % de 
resultados negativos para a presença do vírus de PRRS, como se pode ver pelo gráfico 
2.2. Ambas as estirpes se encontram presentes na região em 33,64 % das amostras 
analisadas.  
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Gráfico 2.3 – Prevalência do vírus de PRRS em Portugal Continental, região Lisboa e Vale do Tejo (regiões 
Nuts Fonte INE2010).  
O gráfico 2.3 mostra que a região de Lisboa e Vale do Tejo, para as amostras 
analisadas, apresentou positividade para ambas as estirpes, sendo que a estirpe 
Americana se encontra em menor número de animais do que a estirpe Europeia, 
contudo observou-se que a estirpe Americana se encontra presente em 18 % dos 
animais analisados, enquanto a estirpe Europeia se encontra presente em 27.78 %. 
Apesar de ambas as estirpes do vírus PRRS se encontrarem presentes nas amostras 
provenientes de soros dos suínos analisados, observou-se pelas análises que o vírus 
de PRRS não apresenta grande predominância na região de Lisboa e Vale do Tejo, isto 
porque na sua grande maioria as amostras apresentaram resultados negativos e 72,22 
% apresentam resultados negativos para a estirpe Europeia. 
 
Gráfico 2.4 – Prevalência do vírus de PRRS em Portugal Continental, região Alentejo (regiões Nuts Fonte 
INE2010).  
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Através do gráfico 2.4 observamos que as amostras analisadas na região do Alentejo 
apresentaram para a estirpe Europeia de PRRSV uma prevalência de 50 %, e para a 
estirpe Americana presente em que 22,22 % das amostras. 
No gráfico 2.5, verificamos que na região Centro de Portugal Continental encontram-se 
presentes ambas as estirpes do vírus de PRRS.  
A estirpe Americana surge em menor percentagem (23,96 %) e a estirpe Europeia surge 
com grande incidência apresentando 51 % de resultados positivos. 
 
 
Gráfico 2.5 – Prevalência do vírus de PRRS em Portugal Continental, região Centro (regiões Nuts Fonte 
INE2010).  
 
Assim, e de acordo com o gráfico 2.6 sobre a prevalência da estirpe Americana de 
PRRSV em Portugal Continental verifica-se que esta se encontra presente em quase 
todo o território com exceção do Norte, em que não foram detetados casos.  
No entanto, constatou-se que 78,5 % das amostras analisadas apresentaram resultados 
negativos para a presença de anticorpos para a estirpe Americana de PRRSV e apenas 
21,5 % das amostras analisadas apresentaram resultados positivos.  
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Gráfico 2.6 – Prevalência do vírus PRRS Estirpe Americana em Portugal Continental por regiões Nuts 
(regiões Nuts Fonte INE2010).  
Contudo a prevalência da estirpe Europeia sobrepõe-se à estirpe Americana, visto a 
estirpe Europeia representar 47 % de resultados positivos em oposição aos 21,5 % 
positivos detetados para a estirpe Americana.  
 
Gráfico 2.7 – Prevalência do vírus PRRS Estirpe Europeia em Portugal Continental por regiões Nuts 
(regiões Nuts Fonte INE2010).  
Nas amostras analisadas a estirpe Europeia apresentou 53 % de resultados negativos 
face a 47 % de resultados positivos. Observou-se que as zonas mais afetadas em 
Portugal Continental são as regiões Centro e o Alentejo com 90 % dos casos de PRRSV, 
enquanto as menos afetadas são as regiões do Algarve e de Lisboa e Vale do Tejo. 
Por forma a realizar a comparação dos resultados obtidos pelo método ELISA foi 
avaliado o grau de sensibilidade e especificidade dos kits utilizados. 
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Gráfico 2.8 – Estudo comparativo dos resultados obtidos com diferentes kits de diagnóstico na pesquisa de 
anticorpos contra a Estirpe Europeia de PRRSV em soros de reprodutoras colhidos nos meses de Fevereiro 
e Março de 2014 em diferentes regiões Nuts Portugal Continental (INE2010).  
O kit IDEXX PRRS X3 apresentou 8,7 % de resultados positivos para o PRRSV em 
amostras de fêmeas, face a 26,1 % de resultados positivos apresentados pelo kit Civtest 
E/S. 
De modo a verificar a evolução da presença de PRRSV ao longo do período de engorda, 
as diferentes amostras analisadas foram agrupadas por idades, tendo sido 
considerados três períodos diferentes. O primeiro período refere-se a animais com 
idades compreendidas entre as 4 e as 6 semanas (gráfico 2.9), o segundo período a 
animais com idades entre 8 e as 16 semanas (gráfico 2.10), e o terceiro período entre 
18 e as 24 semanas (gráfico 2.11). 
 
Gráfico 2.9 – Estudo comparativo de resultados obtidos com diferentes kits de diagnóstico na pesquisa de 
anticorpos contra o PRRSV Estirpe Europeia em soros de suínos de engorda (4 a 6 semanas) (regiões Nuts 
Fonte INE 2010).  
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Após realização da análise com os diferentes kits comerciais avaliados verificou-se que 
as amostra analisadas com o kit IDEXX PRRS X3 apresentaram 100 % de resultados 
positivos às 4, 5 e 6 semanas. Todavia, as mesmas amostras analisadas com o Kit 
Civtest E/S apresentaram 26,32 % de resultados Negativos, e apenas 73,68 % de 
resultados positivos. 
 
Gráfico 2.10 – Estudo comparativo de resultados obtidos com diferentes kits de diagnóstico na pesquisa de 
anticorpos contra o PRRSV Estirpe Europeia em soros de suínos de engorda (8 a 16 semanas) (regiões 
Nuts Fonte INE 2010). 
O kit IDEXX PRRS X3 apresentou 73,27 % de resultados positivos em amostras 
provenientes de animais com idades compreendidas entre as 8 e as 16 semanas 
enquanto com o kit Civtest E/S apresentou 35,64 % de resultados positivos. 
 
Gráfico 2.11 – Estudo comparativo de resultados obtidos com diferentes kits de diagnóstico na pesquisa de 
anticorpos contra o PRRSV Estirpe Europeia em soros de suínos de engorda (18 a 24 semanas) (regiões 
Nuts Fonte INE 2010). 
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Nos animais com idade compreendida entre as 18 e as 24 semanas o kit IDEXX PRRS 
X3 apresentou 84,9 % e o kit Civtest E/S apresentou 64,15 % de resultados positivos. 
Na análise realizada pelo método RT-PCR, verificamos que as amostras provenientes 
de animais entre as 4 e as 18 semanas apresentam resultados positivos para a presença 
de RNA de PRRSV, e as amostras de animais com mais de 20 semanas apresentam 
resultados negativos. No caso das reprodutoras estas apresentaram resultados 
negativos para a presença de RNA de PRRSV.   
 
Gráfico 2.12 – Deteção de RNA PRRS pelo método RT-PCR em pools de amostras de soro de suíno 
colhidos no mês de Fevereiro e Março de 2014 em diferentes regiões Portugal Continental (regiões Nuts 
Fonte INE 2010).  
 
4. DISCUSSÃO DE RESULTADOS 
Após estudarmos a prevalência do vírus de PRRS na zona Norte de Portugal 
Continental, observou-se não existir a estirpe Americana. No entanto, verificou-se a 
presença da estirpe Europeia com baixa prevalência. Esta baixa prevalência de PRRSV 
poderá dever-se a fatores como a pequena densidade populacional, o pequeno número 
de explorações, e as explorações possuírem pequeno número de efetivos, assegurando 
uma maior eficácia no controlo de explorações infetadas, e propagação da doença. 
A menor movimentação de animais entre explorações é também uma possível causa de 
baixa prevalência do vírus de acordo com o referido por Zimmerman et al. (2003) 
(Zimmerman, 2003).  
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Outro fator que poderá ter influência nos resultados obtidos é a altura do ano em que as 
amostras foram colhidas. As amostras analisadas provenientes da zona Norte foram 
colhidas nos meses de Fevereiro e Março, que é uma altura em que as temperaturas 
são relativamente baixas o que influencia negativamente a propagação do vírus entre 
os animais (Dee S, Mechanical transmission of porcine reproductive and respiratory 
syndrome33, 2002 a).  
Na região do Algarve as amostras analisadas mostraram presença de ambas as 
estirpes, Americana e Europeia, contudo como as amostras analisadas foram apenas 
três amostras torna-se difícil de avaliar os resultados obtidos, mas salienta-se o facto de 
uma delas ter apresentado a presença de ambas estirpes do vírus.  
Na região centro verificou-se a existência de ambas as estirpes. A estirpe Europeia 
surgiu em maior número de amostras comparativamente com a estirpe Americana 
sendo que as amostras positivas para a estirpe Americana também apresentaram 
resultados positivos para a estirpe Europeia. As amostras que apresentaram maior 
incidência de casos positivos foram as provenientes de animais com idades 
compreendidas entre as 16 e as 24 semanas de idade. A região Centro evidenciou 
elevado número de amostras positivas para PRRSV o que se deverá ao grande número 
de explorações existentes e a uma densidade populacional dos efetivos bastante grande 
(Zimmerman, 2003). A circulação entre animais de diferentes explorações também 
permitirá uma maior frequência da circulação do vírus (Arias, s.d.). 
No Alentejo a estirpe Europeia do vírus de PRRS encontrou-se presente em metade das 
amostras analisadas, sendo que a grande maioria de amostras positivas era proveniente 
de animais com idades compreendidas entre as 4 e as 8 semanas, pelo que a 
positividade apresentada poderia ser devida a anticorpos transmitidos pelas mães 
(Perestrelo Vieira, 1998). A estirpe Americana também apresentou resultados positivos 
quer em amostras provenientes de leitões quer em amostras provenientes de 
reprodutoras. 
A zona de Lisboa e Vale do Tejo apresentou ambas as estirpes presentes, contudo a 
estirpe Europeia teve maior presença, esta situação poderá ocorrer devido a troca de 
animais entre explorações e mesmo à entrada de animais no país oriundos da União 
Europeia e também ao elevado número de explorações existentes nesta zona 
(Zimmerman, 2003). 
Ao efetuarmos a avaliação dos kits de diagnóstico, e quando comparamos os resultados 
obtidos com os dois kits de ELISA comerciais, IDEXX PRRS X3 e Civtest PRRS E/S, 
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observamos que o kit IDEXX PRRS X3 é o que apresenta maior sensibilidade e maior 
especificidade.  
O kit IDEXX PRRS X3 apresentou maior sensibilidade que o kit Civtest E/S, tendo 
identificado maior número de resultados positivos para amostras de idades de 4 às 6 
semanas, as quais em situações normais possuem anticorpos maternais (Wills RW, 
2003).  
No caso das amostras provenientes de reprodutoras cujo resultado esperado era a 
negatividade para o vírus de PRRS, os resultados apresentados pelo kit IDEXX X3 
foram de apenas dois positivos, enquanto o kit Civtest E/S apresentou seis positivos. As 
mesmas amostras quando submetidas a RT-PCR apresentaram todos os resultados 
negativos. 
Para as amostras entre as 8 e as 16 semanas, o kit IDEXX apresentou maior número 
de resultados positivos quando comparado com o kit Civtest estirpe Europeia, e após 
realização da análise dos pools pelo método RT-PCR observou-se que estes também 
indicaram a presença de RNA PRRSV nas amostras. Sendo que ao animais 
descendentes não são vacinados, o RNA detetado deverá ser RNA viral, pois o método 
RT-PCR e o kit utilizado não realizam a diferenciação entre o RNA viral proveniente do 
vírus e o RNA PRRS vacinal.  
Entre as 18 e as 24 semanas, observou-se que o kit IDEXX foi novamente mais sensível 
que o kit Civtest apresentando maior número de resultados positivos para a presença 
de anticorpos contra PRRSV, contudo quando se realizou a pesquisa de RNA de 
PRRSV pelo método RT-PCR apenas as amostras de 18 semanas apresentaram 
resultados positivos. Relativamente ao RT-PCR, o número de amostras utilizadas por 
pool poderá ter influenciado diretamente os resultados obtidos, pois quanto maior o 
número de amostras por pool, maior a diluição de cada uma delas, e consequentemente 
quanto maior a diluição menor a sensibilidade do teste (K-J Yoon, 2003).  
Assim pelos resultados obtidos, observou-se que o kit IDEXX é mais sensível para a 
deteção de anticorpos contra o PRRSV, possuindo uma maior precisão nos resultados 
apresentados, e mais específico para a estirpe Europeia do PRRSV do que o kit Civtest 
E/S. Os resultados obtidos com este kit também estiveram mais de acordo com os 
esperados.  
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5. CONCLUSÃO 
Na sequência da realização deste trabalho concluiu-se que o vírus de PRRS encontra-
se presente em todas as regiões Nuts de Portugal Continental.  
Na região Norte do país existe apenas a estirpe Europeia. 
Nas restantes regiões verificou-se a presença de ambas as estirpes, sendo que a estripe 
Europeia apresentou sempre maior prevalência do que a estirpe Americana.  
É de salientar que as amostras oriundas da zona do Alentejo eram provenientes de 
animais com idades compreendidas entre as 4 e as 8 semanas, apresentando a 
existência de anticorpos maternais, que terão originado os resultados positivos. 
A região do Algarve devido à pouca densidade de animais presentes na região não é 
clara no que alude a presença de PRRSV na região, pois das amostras analisadas 
apenas uma apresentou resultados positivos para a presença de PRRSV. 
Após a avaliação dos kits utilizados concluiu-se que o kit IDEXX PRRS X3 é mais 
sensível e específico para a deteção de anticorpos do que o kit Civtest E/S. 
Concluiu-se que existe uma limitação ao diagnóstico de PRRS porque os kits comerciais 
existentes no mercado não efetuam a diferenciação entre anticorpos virais e vacinais. 
Futuramente poderá existir por parte da produção suinícola pressão para que os 
laboratórios fabricantes de kits comerciais produzam kits que efetuem somente o 
diagnóstico do PRRSV permitindo uma maior eficácia na deteção do vírus nas 
explorações.  
A análise realizada por RT-PCR apesar de ser considerada mais eficiente que a análise 
realizada através do método ELISA, também apresenta como principal desvantagem a 
não diferenciação do tipo de RNA detetado (vacinal ou viral). O tipo de amostra e o 
número de amostras por pool também representam limitações à qualidade do teste 
realizado. Num futuro próximo irá existir a necessidade da diferenciação do RNA nas 
amostras, para isso o desenvolvimento dos kits comerciais para RT-PCR poderá 
assentar na diferenciação entre a estirpe vacinal e a estirpe clínica. 
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ANEXOS 
Anexo A: Leituras ELISA 
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ANEXO II – Bulas Kits Serologia 
 
 
 
ANEXO II.1 – Bula kit PRRS  IDEXX PRRS X3 
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 ANEXO II.2 – Bula kit CIVTEST SUIS A/S  
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ANEXO II.3 – Bula kit CIVTEST SUIS E/S  
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Anexo III – Bula kit PRRS RT-PCR (INgene q PRU SYBR Green Detection da INgenasa) 
 
 
